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論　文　の　内　容　の　要　旨
　ヘビ毒タンパク質の多くは標的に高い親和性と特異性で結合することから，実験ツールや治療，創薬など
様々な分野で利用されている。本研究では，ヘビ毒タンパク質のうち，Trimeresuru ﬂavoviridis毒由来血液
凝固第 IX因子結合タンパク質（IX-bp）と，Pseudechis australis及び P. porphyriacus由来の cyclic nucleotide-
gated ion（CNG）channelブロッカーである，pseudechetoxin（PsTx）及び pseudecin（Pdc）について金
属イオンが及ぼす構造と機能の関係を調べるため結晶構造学的研究を行った。
　先ず始めに，IX-bpの pH依存性の Ca2+結合部位の構造変化について検討した。IX-bpは C型レクチン様
タンパク質の一つで，互いに高い類似性があるサブユニット（subunit A-129残基及び subunit B-123残基）
からなるヘテロ 2量体である。それぞれの subunitに Ca2+結合部位が 1つずつ存在し，互いに似た Ca2+配
位構造をとっているが，Ca2+親和性が異なり，特に一方はpHの変化に大きく影響されることが知られている。
これは配位に関わる 4残基のうち 1つが subunit Aでは Glu43であるのに対し，subunit Bでは Gln43であ
ることがカルシウム親和性の違いの原因の一つになっているためと考えられている。しかし，これまでにど
ちらが影響を受けやすい結合部位であるかは明らかにされておらず，この違いを明らかにするため，pH6.5
と pH 4.6（apo-form）で結晶構造解析を行い，既知の pH7.8及び 8.0の構造を比較した。
　構造解析の結果，いずれも全体構造においては大きな変化はなく，Ca2+結合部位のみ変化していた。pH 4.6
（apo-form）では Ca2+が水分子に置き換わっており，このうち subunit Aの水分子の周辺では Glu43が，他
方の subunit Bでは Gln43が構造変化を起こしていた。一方 pH 6.5では Ca2+がいずれの結合部位にも結合
していたが，subunit Bでは結合部位に変化は見られないことに対し，subunit Aでは Glu43が二重構造，つ
まり，一方は apo-formと同じ構造（64％）を，他方は pH 7.8及び 8.0と同じ構造（27％）を取っていた。
　次いで，CNGチャネルブロッカー，PsTx，Pdc及び Zn2+が結合した Pdcの X線結晶構造解析を行った。P. 
australis及び P. porphyriacusの毒から単離された CNGチャネルブロッカー（それぞれ PsTx及び Pdc）は，
それぞれ 211および 210アミノ酸残基からなる cysteine-rich secretory protein（CRISP）である。PsTxと
Pdcの類似性は高く，7残基異なるのみであるが，CNGチャネル阻害活性は大きく異なり，PsTxは Pdcに
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比べて約 15～ 30倍高い。そこで，CNGチャネルとの相互作用，活性の違い，結合部位などを解明するた
めに PsTxと Pdcの X線結晶構造解析を行った。さらに最近明らかにされた T. ﬂavoviridis毒由来の類似タ
ンパクである triﬂinの立体構造の中で同定された金属イオン結合部位が配列の比較から PsTxと Pdcや他の
ヘビ毒 CRISPにこの金属イオン結合部位が存在することが予測されていたため，Zn2+の存在下でも Pdcの
構造解析を行い，native構造と比較し，Zn2+イオンの Pdcの立体構造への影響を調べた。
　実験の結果，得られた結晶構造は互いに，また他の既知のヘビ毒 CRISP構造と類似しており，N末端側
のPR-1ドメインとC末端側のcysteine-richドメイン，およびそれらを繋ぐリンカー領域から構成されていた。
互いに異なる 7残基のうち 4残基がドメイン間にできた凹みの近傍に集まっており，この領域が PsTxでは
Pdcに比べて，より正に帯電していた。一方，Zn2+-pdcの立体構造から予測通りの位置に Zn2+結合部位が同
定された。また，Zn2+が結合した構造は native構造に似ていたが，ドメイン間の配向が互いに異なっていた。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，金属イオンの蛇毒に及ぼす影響を詳細に議論している。前半の IX-bpの解析では，互いに高い
ホモロジーを有する subunit（Aと B）から構成されているが，2つの全体構造に大きな違いがないことを
明らかにした。さらに解析を進め，各サブユニットとも 1分子の Ca2+を包含しているが，その親和性が異
なっており，pH依存的に Ca2+配位が変化することを突き止めた。即ち，subunit Aの Ca2+は部分的に外れ
ており，subunit Bよりも subunit Aの結合部位の方が Ca2+親和性が低いと結論づけられている。後半の解
析では PsTxと Pdcの X線結晶構造解析を行っており，互いに類似構造をとっているにもかかわらず帯電性
に違いがあることを明らかにした。最近，PsTxは CNGチャネルの pore turretに結合することが示されたが，
この領域が酸性アミノ酸残基に富むことから，PsTxと Pdcはこの正に帯電した領域で CNGチャネルと相
互作用しており，この帯電性の相違が CNGチャネルブロッカーとしての PsTxと Pdcの相違性を生んでい
ると推察している。また Pdcは，Zn2+が結合するとドメイン間にできた凹みの表面構造に変化をもたらす
ため，CNG結合部位の構造に影響すると考えられ，活性に影響があると推察している。
　以上のように，本研究の成果は，タンパク質活性相関において金属イオンの持つ重要性を明らかにしてお
り，構造生物学領域のみならず創薬科学の領域においても大きく貢献するものと判断される。
　よって，著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
